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摘要: 采用萃取法和反相 HPLC 技术分离蓝斑背肛海兔( N otar cus leachii cir r osus Stim pson, NLCS)卵内的产卵激素
( egg laying ho rmone, ELH )及其分解产物. 选用基质辅助激光解吸离子化飞行时间( Matr ix- assisted laser deposit ion/ ion-i
zation time-of- flight, MALDI)质谱技术研究 NLCS 卵内的 ELH、ELH 分解产物和酸性多肽 ( acidic peptide, AP) 二聚体的
组成与结构特性.实验结果表明, NLCS 卵不仅含有丰富的 ELH 及其分解产物, 而且它的 AP及其分解产物主要呈二聚体
状态,推测这种二聚体结构对今后阐明 ELH 和 AP 的生理功能和调控机理起着重要的作用.
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  海兔属软体动物门( M olluse)腹足纲( Gastr opo-
da) 后鳃亚纲 ( Opistho- branchia ) 海兔科 ( Aplys-i
idae) . 海兔卵群带晒干后称为/海米粉0, 即可食用又
可药用,具有滋阴、软坚、消炎、散/瘦瘤0(抗肿瘤)的作
用[ 1, 2] . 近期, Hummon 和黄河清分别报道了美国加洲
海兔口腔神经节( Buccal ganglion, BG)中含有超微量











近年来, M ALDI-T OF 质谱技术已陆续用于分析
软体动物和足类动物神经节内的多肽种类与结构, 表
现出高灵敏度、超微量和快速等优点,它是目前开展神
经多肽结构与功能的最佳分析技术之一[ 5~ 7] . 本文选
用反相 HPLC、MALDI-TOF 质谱和 Paw s 软件进行




1. 1  材  料
NLCS 海兔卵群带采集于厦门市无污染内海区
域.
1. 2  主要实验仪器和药品
MALDI-TOF 质谱仪( Ref lex Ⅲ)产于德国 Bruk-
er 公司;高效液相色谱仪由Waters 公司生产, 并配置
C18反相层析柱( 3. 9 mm @ 300 mm)用于分离 ELH
及其分解产物等. 质谱纯 2, 5-二羟基苯甲酸( 2, 5- d-i
hydroxybenzoic acid, DHB)产于瑞士生物技术公司.
色谱纯乙腈( Acetonit rile)和三氟乙酸( T rifluor oacetic
acid, T FA)分别购置上海实验试剂有限公司和 MER-
CK-Schuchardt公司. AP 由美国依利诺大学生物技术
研究中心合成. AP 标准分子量为 2 960. 5 u, 一级结构
为 SSGVSLLT SNKDEEQRELLKA ISNLLD, 其中含
有三对 LL 键, 一对 SS 键, 一对 EE 键. 在偏微弱酸
( pH6. 5)条件下, AP 以[ M + H ] + 方式显示了相对强
度较高的质谱峰, m/ z 为 2 961. 50.
1. 3  方  法
( 1)提取激素多肽  取约 50 g N LCS 卵于研钵
中,加入少量石英沙研碎 NLCS 卵成浆液(约 3 m in) .
参考 Floyed等提出的提取法, 随后加入激素多肽提取
液[ 8]反复萃取 2~ 3次,收集萃取液且均匀混合.随后
采用超声波法处理萃取液样品( 5 min) ,并经高速离心
( 1 @ 10 000 g, 10 m in)分离沉淀物和收集含有激素多
肽的上清液.
( 2) HPLC分离 ELH 及分解产物  配制 40%乙
腈, 0. 1% T FA 和 60%蒸馏水作为 HPLC 分离 ELH
的流动相,流速控制在 0. 5 mL/ min,选用双波长( 220
nm、280 nm)同时监测分离效果,微量收集器定体积收
集样品. H PLC分离 ELH 多肽混合物前,待分离样品
必须经膜(筛孔直径为 0. 22 Lm)分离器去除变性杂蛋
白质.每次分离 ELH 时, 样品收集管数均控制在 5
管.
( 3)质谱分析条件  采用二次重蒸水搅拌溶解
DHB成饱和水溶液. 按比例是 2Ø 1体积比方式分别
取 DHB饱和溶液和 N LCS 卵提取液,并迅速均匀混




在 25 kV. 平均每次测定样品的激光脉冲次数在 120
次之间.选用高分辨率反射模型和多点外标法对多肽
质谱峰位进行标定.
( 4)多肽组成与结构分析  采用 Paw s 软件和参




2. 1  NLCS 卵内 ELH 及其分解产物的组成与
分布
表 1 [ GIn23, A la27] A-ELH 及其分解产物的特性
Tab. 1  Characterist ics o f [ G In23 , A la27 ] A-ELH and its decom posed products
       一  级  结  构 理论值/ u 实验值( m/ z ) 相对误差/ %
NH2-LDLLRQRLAALCRQRA- QIQETLLMDTIAKLDQNISI 4162. 00 4162. 20 + 0. 0048
ALCRQRAQIQETLLM DTIAKL 2415. 90 2416. 15 + 0. 0103





质量分析器进行测定[ 9, 10] ,但这种离子源却无法直接
裂解多肽成为混合短肽.图 1是 NLCS卵多肽提取液
的质谱图谱.当质谱测定范围限定在 1 300~ 6 000 m/
z 之间时,混合多肽提取液仅仅显示了 9种不同质荷
比(m/ z )的质谱峰(图 1) , 即为 1 451. 32, 1 473. 24,
2 416. 15, 3 383. 51, 4 162. 20, 4 245. 96, 4 301. 23,
 图 1  NLCS 卵混合激素多肽提取液的质谱图
 F ig. 1  Mass spectro gr am o f mixed ho rmone peptides
fr om the NLCS egg
4 459. 98, 5 877. 67. 这一现象表明, 在 NLCS 卵内许
多不同分子结构组成的激素多肽及其分解产物无法被






] A-ELH 的分 子 量( 4 162. 00 u)很接近.
经 Paw s软件分析后发现图 1E 所 表示 的多 肽一级
结构与[ GIn23 Ala27 ] A-ELH 序列相同, 因而认定为




,它是由原始的 ELH 分子结构 C端
23和 27处被 Gln 和 Ala 残基组成替换而成. 经 Paw s
软件分析, 图 1C 和图 1D 质谱峰的 m/ z 值分别为
2 416. 15、3 383. 51, 它们可能均是 [ GIn23 , Ala27 ] A-
ELH 的分解产物(见表 1) .经检索及参考 Rubakin等
人采用 MALDI-TOF 质谱技术直接分析神经细胞外
表层多肽组成与结构方法[ 6] ,作者发现海兔神经激素
多肽 B-NT 的 m/ z 值 ( 1 453. 70) 与图 1A 的 m/ z
( 1 451. 32)很靠近,两者差异仅为 2H
+
左右, 推测此
时 B-NT 组成已经丢掉 2H + .类似计算和分析方式常
见于软体动物中枢神经系统多肽的组成分析 [ 6, 7] .
从图 1 和表 1 所显示的结果可看出, [ GIn
23
,
Ala27 ] A-ELH 分子式中含有 8分子 Leu残基, 并组成
了两对 Leu-Leu 键. 从分解产物 (表 1) 可看出, L-M
( M: 表示其它氨基酸)或 M-L 较为不稳定, 易被分解
成其他副产物. 这一特性与近期黄河清报道有关海兔
AP 一 级 结构 ( SSGVSLLT SNKDEEQRELLKAI-






足够比对数据对图 1质谱图逐一剖析与分析. Phar es
曾用 1 000只美国加洲海兔分离与纯化大脑神经节的






2. 2  ELH 及其分解产物特性
为了避免人为误差, 每次样品采集和分离均采用
定量和定容方式.每次分离 NLCS卵提取液的样品管
数均控制 5管. 图 2是第 2管多肽样品的质谱峰图.相






] A-ELH 的 m/ z
为 4 162. 00, 它与图 2B 质谱峰的质荷比值 ( m/ z
4 162. 09)差值很小, 相对误差仅为+ 0. 002 2% ,推测
它的组成分子式是[ GIn23A la27 ] A-ELH . 进一步分析
 图 2  ELH 及其分解产物质谱图( HPLC分离收集的第2
管样品)
 F ig . 2  The mass spectro gr am of ELH and its decom-
posed produces ( Second tube samples separated
w ith HPLC)
可获悉,图 2A 和图 2C质谱峰的m/ z 分别为4 145. 10
和 4 243. 85, 两者分别均略小于和大于[ GIn23Ala27 ]
A-ELH 的 m/ z . 显然这两种多肽很可能是 [ GIn
23
,
Ala27 ] A-ELH 分解产物或该多肽络合其他小分子化
合物.由此看来,图 2A 质谱峰所对应的分子结构式可
能是{ [ GIn23 Ala27 ] A-ELH-OH - 1 } , 即表示 [ GIn23 ,
Ala27 ] A-ELH 已经丢失一分子 OH - 1 (质量数 17 u) .




] A- ELH+ H 2 PO 3
- 1





ELH 络合一分子 H2 PO 3 - 1或被磷酸化 (质量数为
81. 00 u) .图 2中的 3个多肽质谱峰实际上均是神经





2. 3  ELH 分解产物的质谱特性
图 3是卵提取液分离样品中的第 3管样品的质谱
图谱.质谱测定范围限定在 2 200~ 6 000 m/ z 之间,
显示了 2 种不同 m/ z 的质谱峰, 即 4 402. 12 和





] A-ELH ( 16-36) A/ A P 的分子
量为4 402. 00 u, 它与图 3A 质谱峰所对应的 m/ z 为





] A- ELH ( 16-36)
A/ AP, 其中部分一级结构与 AP 表现出较高同源性.
AP 是海兔 BG多肽的主要组成之一, 也是 ELH 前体
的分解产物, 其分子量为 2 960. 30 u[ 3~ 5] . 采用 Paw s
软件和比对人工合成 A P 及分解产物的一级结构过程
中,作者发现图 3B质谱峰所对应多肽是 AP 的分解产
物,但均属于二聚体,预测它的一级结构式为 2( SLL-
T SNKDEEQRELLKAISNL) , 理论计算值为4 803. 40
u,相对误差为+ 0. 017 3%. 进一步分析表明, 发现图
1B质谱峰所对应的 m/ z 为 1 473. 52,也是 AP 的分解
产物.经分析一级结构式为 NKDEEQRELLKA(理论
 图 3  ELH 及其分解产物质谱图( HPLC分离收集的第3
管样品)
 F ig . 3  The mass spectro gr am of ELH and its decom-
posed produces ( Third tube samples separated
w ith HPLC)
计算值为 1 473. 60 u) ,相对误差为- 0. 005 0% .以上
现象说明了, 在 NLCS 卵内含有丰富的二聚体的 AP
分解产物,其中仅含有少量单体 AP 分解产物. 通常 A
螺旋结构特征的二聚体多肽要比单体多肽表现出更高
的稳定性和抗逆性. NLCS 卵中少量单体 AP 分解产
物可能是尚未及时聚合成二聚体的游离产物.这一现
象说明了, NLCS 卵内的 AP 分解产物可能均以二聚
合体方式聚合, 并执行着特殊的多肽调节的作用. 由此
来看, NLCS卵内不仅含有丰富的 ELH、AP 和它们各
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表 2  AP的分解产物
T ab. 2 Decomposed produces of acidic peptide
  一级结构 理论值/ u 实验值(m/ z ) 相对误差/ %
SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLLD 2960. 30
SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLL 2843. 67 2842. 29 - 0. 0485
SGVSLLTSNKDEEQRELLKAIS 2417. 70 2418. 69 + 0. 0409
SSGVSLLTSNKDE 1336. 40 1335. 82 - 0. 0434
NKDEEQRELLKA ( F ig. 1B) 1473. 60 1473. 24 - 0. 0244
VSLLTSNKDEEQ ( F ig . 5) 1518. 60 1518. 43 - 0. 0112
 图 4  ELH 及其分解产物质谱图( HPLC分离收集的第4
管样品)
 F ig . 4  The mass spectro gr am of ELH and its decom-
posed produces ( Quartus t ube samples separated
w ith HPLC) .
自的分解产物, 而且 A P 的分解产物均以二聚体的方
式存在且执行不同的生理功能和调节作用.
2. 4  AP与 AP分解产物聚合体的特性
图 4是卵分离液样品中第 4 管样品的质谱图. 图
4A~ C 质谱峰的 m/ z 值分别是 4 296. 18, 5 378. 79,
5 802. 59 u, 均大于酸性多肽的分子量. A P 一级结构
SSGVSLLT SNKDEEQRELLKAISNLLD, 其中有三
对 Leu-Leu结构, 分子量为 2 960. 30 u [ 3~ 5] , 但有关
AP 的生理功能至今尚未阐明. 如果图 4A ~ C质谱峰
均属于带单电荷的多肽, 它们分子量应该分别为
4 296. 18, 5 378. 79和 5 802. 59 u,均大于 AP 的分子
量.一旦这些多肽化合物均扣除 AP 分子量( 2 960. 30
u)后,便可分别获得分子量为 1 335. 82, 2 418. 69和
2 842. 29 u 的肽段. 根据酸性多肽一级结构和采用
Paw s软件分析,即获得表 2结果, 并指出这三种短肽
均为 AP 的分解产物. 比较图 4和表 2结果后指出,
AP 和 AP 不同分解产物均以二聚体方式存在,也是这
些产物可能是 AP 不完整的二聚体产物, 是属于一种
在蛋白质类似结构中不常见的分子结构. 具体这种奇
异结合方式是如何执行哪些生理功能还有待于进一步
 图 5  ELH 及其分解产物质谱图( HPLC分离收集的第5
管样品)
 F ig . 5  The mass spectro gr am of ELH and its decom-
posed produces ( Fifth tube samples separated
w ith HPLC)
研究,但可较为肯定认为这种结构和组合方式对正确
阐明 ELH 和 AP 生理功能及医学科学意义起着重要
的作用.
图5是 NLCS卵分离样品中第5管样品的质谱图
谱.经 MALDI- TOF 质谱分析后, 仅获得单一质谱峰,
其质荷比值为 4 478. 73.如果按上述处理方式图 5结
果后,同样也能发现图 5 质谱峰所对应分子结构是由
AP 与它分解产物(分子量为 1 518. 43 u) ,并以二聚体
方式结合而成(见表 2) .
近期,林庆梅等人采用 MALDI-T OF 质谱研究海
兔神经节外表层组成与多肽分布过程中, 发现了含有
二聚体的 AP 分解产物[ 12] .此外, 作者还发现了,弱碱
性介质能有效水解人工合成的 AP 成 SSGVSL 和
LT SNKDEEQRELLKAISN LLD产物, 其中后者极易
形成二聚体,推侧这一现象与 AP 和 ELH 相对数量较
多的 Leu-Leu特殊结构有一定的联系. 为了进一步验
证上述图 1~ 5和表 1~ 2所罗列的实验与分析结果的
可靠性,作者还曾采用分别 Leu-Leu 多肽酶的酶解技
术[ 4]、MALDI- TOF 质谱技术和 Paw s 软件分析 ELH
和 AP 酶解产物的一级结构,其酶切位点很相似,具有
较高的可信度. 这些辅助性实验结果进一步证实本论
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文中所提出 ELH 和 AP 酶解产物易形成二聚体的新
颖论点和看法. 尽管作者还尚未了解 AP 这种奇异聚
合方式所起的生理作用, 但至少可以推测这种对称性
和非对称性二肽聚合方式在 NLCS 卵中执行重要的
生理功能和调节作用. 作者已经在 N LCS 卵中分离出
一种能快速酶解 ELH、AP 和吸引素多肽的多肽内切
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Characteristic Study of Egg Laying Hormone and Its Decomposed
Produces from Aply sia Egg with MALDI-TOF
Mass Spectrometry Technology
FANG Ca-i wang1, 2 , HUANG H e-qing1, 2* , YAN Li1 , CAI Zong-wei2, 3
( 1. Schoo l of L ife Science, 2. State Key Labo rato ry of Phy sica l Chemist ry o f Solid Sur face, Co llege Chem istry & Chem ical Engineering ,
Xiamen Univ . , Xiamen 361005, China; 3. Depar tment of Chemist ry, H ong Kong Papt ist Univ. , Kow lo on Tong , H ong Kong , China)
Abstract: Ap ly sia is a kind of mollusk classing to be gastropod. The abundant drugs including ho rmones have been found in A p l-
y s ia egg. In o rder to under stand the relation betw een A p ly s ia behavior and it s hormones, the egg in Ap ly sia ( Notar cus leachii cir r o-
sus Stimpson) was selected to study the distr ibution and function of var ious hormones and peptides. T he egg lay ing hormone ( ELH )
and its decomposed produces from the egg of NLCS w ere ext racted by several or ganic so lution and further separated by a combined
off- line method of the ex traction and the r ever sed phase- H PLC fo r analy sis of mo lecular str uctures. The composition and structural
char acter istics of ELH , the decomposed produces of ELH , the dimer o f acidic peptide w ere identified by M ALDI-TOF mass spectr om-
etr y and Paws soft war e. With reference to analy tical methods as pr eviously described, the exper imental results show that the egg in
NLCS no t only contains abundance ELH and its decomposed produces, but also AP and its decomposed produces w ith dimer ic mo lec-
ula r structure. In addition, w e find that ELH is composed of AP and the decomposed peptides of ELH , indicating t hat AP play an im-
por tant ro le in signal transmission in egg , which the phy sical funct ion o f AP differ s from that o f ELH in egg . I t is w ell know n that
ELH in egg see after carr ying out the complex physio lo gical function because it enables decomposing var ious peptides with different
molecular structur es.
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